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En este Trabajo de Fin de Grado se estudia el origen embrionario de las distintas 
poblaciones neuronales que forman la amígdala medial extendida. La amígdala es una 
estructura del cerebro anterior involucrada en otorgar un significado emocional a los 
estímulos ambientales y en el control de distintos aspectos del comportamiento social 
(p.ej. comportamientos sexual, maternal, agresivo y afiliativo). Ante dichos estímulos, 
la amígdala  pone en marcha una serie de reacciones de carácter motor, autonómico y 
endocrino  que constituyen la respuesta emocional. Algunos desórdenes de carácter 
neuropsiquiátrico en humanos están relacionados con una disfunción en el control de 
las emociones y del comportamiento social, y varios de ellos se asocian a alteraciones 
en el desarrollo de la amígdala. 
El objetivo del presente trabajo ha sido investigar el origen de las neuronas de la 
amígdala medial extendida en embriones de pollo (E15 y E18) mediante ensayos de 
inmunocitoquímica, técnica utilizada para localizar las células que contienen el 
neuropéptido vasotocina (AVT) y proteínas reguladoras del desarrollo (la producida a 
partir del gen Otp) para ayudar en la delimitación de los distintos dominios 
embrionarios del prosencéfalo y distintas subdivisiones de la amígdala extendida. Los 
resultados de estos ensayos se combinaron con ensayos de trazado de conexiones 
para analizar la conectividad de las neuronas vasotocinérgicas de esta estructura. Los 
resultados obtenidos sugieren que las neuronas AVT-positivas podrían derivar del 
dominio Supra-Opto-Paraventricular (SPV), y algunas poblaciones alcanzarían su 
posición definitiva dentro del propio dominio por migración radial, mientras que otras 
invadirían otros dominios cerebrales por migración tangencial. 
En conclusión, la investigación proporciona importantes datos que clarifican aspectos 
relevantes del desarrollo y organización adulta de la amígdala extendida, y ayuda a 
establecer las bases para una mejor comprensión del control neural de las emociones 
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The study of this Final Project is the embryonic origin of the different neuronal 
populations that form the medial amygdala. The amygdala is a forebrain structure 
involved in giving emotional significance to environmental stimuli, and in controlling 
various aspects of social behavior (eg sexual, maternal, aggressive and affiliative 
behaviors). Given these stimuli, the amygdala triggers a series of reactions with motor, 
autonomic and endocrine character, constituting the emotional response. Some 
neuropsychiatric disorders in humans are related to a dysfunction in the control of 
emotions and social behavior, and several of them are associated with alterations in 
the development of the amygdala. 
 
The aim of this study is to investigate the origin of neurons in the medial extended 
amygdala in chicken embryos (E15 and E18) by immunocytochemistry assays, a 
technique used to locate cells containing the neuropeptide vasotocin (AVT) and 
development regulatory proteins (produced from Otp gene) to assist in the delineation 
of different embryonic forebrain domains and different subdivisions of the extended 
amygdala. The results of these tests were combined with fate map assays for 
analyzing the connectivity of the vasotocinergic neurons in this structure. These results 
suggest the AVT-positive neurons could derive from the Supra-Opto-Paraventricular 
domain (SPV), and some populations could reach their final position within the domain 
itself by radial migration, while others could invade other brain domains by tangential 
migration. 
 
In conclusion, the research provides important data that clarify relevant aspects about 
the development and adult organization of the extended amygdala, and helps lay the 
groundwork for a better understanding of the neural control of emotions and social 





Las emociones y las relaciones sociales no son propiedad única y exclusiva de los 
seres humanos. Todos los vertebrados han dedicado una parte de sus neuronas a la 
complicada tarea del control de las emociones (Lindquist et al., 2012). Y es en este 
punto donde la amígdala entra en escena. Estudios recientes de carácter 
neurofisiológico y neuropsicológico, muestran cómo algunos desórdenes 
neuropsiquiátricos, asociados con alteraciones del control de las emociones y del 
comportamiento social, como serían los trastornos del espectro autista, la 
esquizofrenia y otras psicopatías (personalidad límite), así como los trastornos del 
estado de ánimo (depresión, ansiedad, estrés post-traumático, fobias), están 
relacionados con alteraciones en el desarrollo y/o la función de la amígdala (LeDoux, 
1992, 2000). 
 
3.1. El cerebro 
¿Qué es? 
El cerebro funciona como receptor y procesador de la información de los estímulos 
tanto externos como internos del organismo, así como generador de respuestas 
adaptativas. Regula sus principales actividades como son la percepción, la cognición, 
las emociones y la memoria. En definitiva, define lo que somos. 
Es la integración coordinada y precisa de las funciones de las diferentes estructuras 
neurales, la que define la función del cerebro (Martínez, 2011). Y ésta, a su vez, 
depende del desarrollo de varias subregiones anatómicas, cada una de las cuales 
presenta un riguroso patrón de conexiones. Este proceso es el resultado de un 
concreto desarrollo de patrones espacio-temporales de los procesos moleculares y 
celulares que construyen la compleja estructura del sistema nervioso central (SCN) 
(Martínez, 2011). Por tanto, tiempo y espacio son esenciales en el desarrollo 
genoarquitectónico (la genética regula la estructura) del cerebro (Martínez, 2011). El 
estudio del desarrollo cerebral ayuda a entender su organización y también su función.  
En los últimos años, los resultados obtenidos de análisis transcriptómicos (de 
expresión genética) del desarrollo neural, han demostrado que es necesario que haya 
un equilibrio entre las secuencias espacio-temporales de expresión de genes 
reguladores del desarrollo para que el cerebro se desarrolle con normalidad (Martínez, 
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2011; Colas, 2001). Alteraciones genéticas y otros factores epigenéticos pueden 
alterar este equilibrio y producir algunas anormalidades estructurales que darán lugar 
a malformaciones congénitas. 
 
¿Cómo se forma? 
Respecto a la morfogénesis cerebral, la neurulación es el proceso fundamental de la 
embriogénesis que culmina en la formación del tubo neural después de un repliegue 
progresivo de la placa neural temprana, que se va curvando progresivamente 
(Martínez, 2011;Colas, 2001). Este tubo neural temprano, en la mayoría de los 
vertebrados forma una estructura prolongada, y antes del final de la neurulación, su 
porción más anterior experimenta cambios morfológicos drásticos. En esta región se 
desarrollan las tres vesículas cerebrales primarias: el prosencéfalo (cerebro anterior), 
mesencéfalo (cerebro medio) y el romboencéfalo (cerebro posterior).  Posteriormente 
cada una de ellas se subdivide para formar otras subestructuras. El prosencéfalo 
queda subdividido en dos vesículas más: el prosencéfalo secundario (en la parte más 
rostral) que dará lugar al telencéfalo, vesícula óptica y al hipotálamo, y en la zona más 
caudal, el diencéfalo que formará el tálamo, pretectum y otras estructuras (Medina, 
2008; Puelles, 2001, 2004). Por su parte, el mesencéfalo se divide en el tectum 
localizado en la porción dorsal y el tegmentum en una posición ventral; y el 
rombencéfalo, que rodea al cuarto ventrículo, quedará dividido en tres subestructuras: 
el bulbo, la protuberancia y el cerebelo. 
El descubrimiento de genes reguladores que se expresan en regiones concretas del 
cerebro anterior en desarrollo, ha aportado nuevas herramientas para la identificación 
de los diferentes campos o dominios de desarrollo en este boceto cerebral, así como 
el poder definir sus propiedades moleculares e histogenéticas (Puelles, 2004; 







Los progenitores de las células nerviosas, las neuronas y también algunos tipos de 
glía, que en conjunto formarán las estructuras cerebrales, se encuentran en el 
neuroepitelio de la placa y en el tubo neural en desarrollo. Dentro del SNC o en tejidos 
no-neurales próximos, la expresión de determinados genes en lugares precisos del 
embrión provoca un gradiente de difusión de moléculas de señalización. Las señales 
moleculares difunden por el epitelio y actúan sobre receptores específicos expresados 
en las células neuroepiteliales, y además, regulan en cada lugar la expresión de un 
conjunto específico de factores de transcripción. El conjunto de estos factores en un 
grupo de progenitores determina su proliferación, neurogénesis, diferenciación celular 
y, finalmente, la aparición de conexiones y sus propiedades funcionales (Puelles and 
Rubenstein, 2003; Martínez, 2011). A medida que avanza el desarrollo, los progresos 
de codificación molecular evolucionan desde un estado inicial con alta capacidad 
regulativa, hacia estados más estables que caracterizarán la identidad molecular de 
las poblaciones neuronales generadas en cada dominio cerebral (Martínez, 2011).                                                                       
La distribución espacio-temporal de estas señales morfogenéticas muestra la topología 
de la región y, además genera un tipo de clasificación para cada uno de los grupos de 
células progenitoras presentes en la pared del tubo neural. Esto es el proceso 
conocido como regionalización (Martínez, 2011; Puelles, 2004, 2007). 
Figura 1. Distribución de diversos marcadores génicos (listados a la izquierda) en el telencéfalo de 
reptiles y aves (saurópsidos) y mamíferos. Si bien se observan importantes diferencias cuantitativas 
(masa tisular que expresa determinado gen), llama la atención que el esquema topológico de la 
configuración global de áreas está totalmente conservado. Ello implica que todos los cerebros mantienen 
un esquema estructural común.  
Imagen extraída de “Gene maps and related histogenetic domains in the forebrain and midbrain”. 




El Modelo topológico segmentario o más comúnmente conocido como Modelo 
Prosomérico es el que describe este proceso de regionalización de la placa y tubo 
neural. Este modelo propone que el cerebro anterior embrionario se subdivide en un 
patrón cuadriculado donde los patrones moleculares longitudinales (columnas) y 
transversales (segmentos) se intercalan para definir los diferentes campos de 
desarrollo (cada región de epitelio que contiene el esbozo de un área del cerebro) 













Este plan general de guía segmentaria es reconocible en el primordio neural de todos 
los cordados, por lo que como conquista evolutiva debió significar un gran avance 
funcional y adaptativo. Como resultado, el número de zonas longitudinales y 
segmentos transversales, y sus principales subdivisiones, son comunes y constantes 
en todos los cerebros de vertebrados, lo que permite una fácil comparación de la 
topología del cerebro entre las especies y una mejor extrapolación de los mecanismos 
causales. Sin embargo, variaciones en los mecanismos genéticos que regulan el 
desarrollo de este plan son las que generan deformaciones o cambios en la estructura, 
y son también el origen de las diferencias estructurales entre los cerebros de las 
diferentes especies de vertebrados (Puelles and Rubenstein, 1993). (Figura 3) 
Figura 2. Esquema basado en el Modelo Prosomérico que representan dos momentos del desarrollo 
embrionario del cerebro. Véase como las subdivisiones regionales iniciales resultan progresivamente 
deformadas debido al crecimiento diferencial de ciertas regiones. 















El Modelo Prosomérico hace hincapié en los patrones compartidos, y puede ser 
fácilmente utilizado para reconocer homologías, estudiar los procesos diferenciales de 
desarrollo e identificar los patrones patológicos, como fenotipos mutantes (Pombero et 
al., 2007; Puelles and Rubenstein, 1993). 
 
3.2. La amígdala  
Introducción 
La amígdala es una estructura cerebral con forma “almendrada” (proviene del griego 
amygadle, almendra), descrita por primera vez en mamíferos como un conjunto de 
núcleos neuronales situado en las profundidades de cada lóbulo temporal (Figura 4). 
El complejo amigdalino está presente en el telencéfalo ventrolateral de todos los 
tetrápodos y, probablemente, de todos los vertebrados (aunque en peces su presencia 
todavía es objeto de intenso debate). Sin embargo, en algunos aspectos de su 
organización se observan diferencias entre mamíferos, saurópsidos (reptiles y aves) y 
anfibios (Revisado en Moreno and González, 2007; Medina et al., 2011).  
 
Figura 3. Evidencias del desarrollo de homologías neuronales en diferentes vertebrados.  
Abreviaciones: AEP: Área entopeduncular; LGE: Eminencia gangliónica lateral; MGE: Eminencia 
gangliónica medial; POA: Área preóptica.  
Imagen extraída de “The vertebrate mesolimbic reward system and social behavior network: a 





El estudio de la organización anatómica y funcional de la amígdala, así como de su 
evolución, tiene un enorme interés debido a que este complejo de núcleos forma parte 
de numerosos sistemas funcionales directamente implicados en el control del sistema 
neuroendocrino, la homeostasis y las 
respuestas emocionales, así como 
en diferentes aspectos del 
comportamiento de los animales 
directamente relacionados con la 
supervivencia y la reproducción 
(comportamiento agresivo, maternal, 
de huida, de cortejo, de 
apareamiento, etc.) (Revisado en 
LeDoux 2000, 2007; Amaral, 2003).  
 
 
Además, anomalías en la activación de la amígdala se han relacionado con distintos 
trastornos neuropsiquiátricos como psicopatías, trastornos del espectro autista, 
depresión y trastornos obsesivo-compulsivos (TOC) (Gao et al. 2009; Amaral et al., 
2008; Phelps and LeDoux, 2005).  
Tradicionalmente los núcleos que conforman la amígdala han sido divididos en dos 
grandes complejos en base a su conectividad y a su implicación en sistemas 
funcionales idénticos. Por un lado, el complejo basolateral que incluye los núcleos 
lateral, basal y basal accesorio, y por el otro, el complejo centromedial formado por los 
núcleos central y medial (Revisado en LeDoux, 2007). Actualmente, se ha propuesto 
extender este último complejo (centromedial) hasta el núcleo del lecho de la estría 
terminal (BNST, bed nucleus of the stria terminalis) constituyendo lo que actualmente 
se denomina amígdala extendida (Alheid et al., 1995).   
En cuanto a las conexiones amigdalinas, la amígdala está conectada con múltiples 
áreas localizadas en distintas zonas del cerebro.  Cada núcleo amigdalino posee un 
conjunto de aferencias y eferencias único (Revisado en LeDoux, 2007). El complejo 
basolateral es la principal entrada de información a la amígdala. El núcleo lateral 
recibe inputs de los sistemas sensoriales visual, auditivo, somatosensorial (incluyendo 
dolor), olfativo y gustativo (aunque la información olfativa y gustativa llega también a 
 
 Figura 4. Localización de la amígdala en el 
cerebro humano adulto. Visión lateral.  
Imagen obtenida de The Emotional Brain. 
LeDoux (1998).   
Figur  4. Localización de la amígdala en el cerebro 
humano adulto. Visión lateral.  




otros núcleos).  Estas aferencias sensoriales se originan tanto en núcleos talámicos de 
relevo sensorial, como en zonas sensoriales asociativas de la corteza cerebral. Los 
núcleos de este complejo basolateral también reciben otras aferencias, principalmente 
de áreas corticales asociativas, de la corteza entorrinal y del hipocampo. Por otra 
parte, la amígdala extendida recibe inputs sensoriales desde el bulbo olfativo (principal 
y accesorio), el tronco encefálico (gustativo, visceral y dolor), la corteza sensorial 




Respecto a las eferencias, el complejo basolateral proyecta a los núcleos amigdalinos 
central y medial, a la corteza prefrontal, a otras áreas corticales asociativas 
(implicadas en distintos aspectos cognitivos), áreas temporales implicadas en la 
memoria (como la corteza entorrinal) y al estriado (implicado en las respuestas 
motoras). Las eferencias de la amígdala extendida son más amplias y complejas, pues 
proyecta a distintos núcleos hipotalámicos implicados en el control del sistema 
nervioso simpático y del sistema neuroendocrino (por ejemplo al sistema hipotálamo-
hipofisario), áreas del tronco encefálico que controlan las respuestas motoras 
(sustancia gris periacueductal), el sistema nervioso parasimpático (núcleo motor del 
vago) y áreas de origen de los distintos sistemas ascendentes moduladores, que 
tienen como neurotransmisores las monoaminas norepinefrina (NE), dopamina (DA) o 
serotonina (5HT), o bien la acetilcolina (ACh).  (Figura 6) 
Figura 5.  Inputs a algunos núcleos específicos de la amígdala. 
Abreviaciones: B, Núcleo Basal; Ce, Núcleo Central; itc, Células intercaladas; La, Núcleo 
Lateral; M, Núcleo Medial.  







Estudios recientes sobre el desarrollo embrionario de la amígdala han demostrado que 
sus núcleos tienen una estructura similar a la de un mosaico, con neuronas de 
diferente origen embrionario, que además expresan distintos factores de transcripción 
durante el desarrollo.  Estos estudios también sugieren que las neuronas con el mismo 
origen embrionario y perfil de expresión génica podrían estar interconectadas, 
proyectar a las mismas dianas y estar involucradas en la misma función (Medina and 
Abellán 2011; Medina et al., 2011, 2013). La mayoría de los estudios e investigaciones 
que se han realizado hasta el momento sobre las conexiones y la implicación de la 
amígdala en distintos aspectos del comportamiento no han tenido en cuenta la 
heterogeneidad de su composición. Esto podría explicar la aparente paradoja de que 
un mismo núcleo amigdalino participe en comportamientos en cierta medida 
antagónicos como son el cortejo y la agresión. Algunas investigaciones recientes 
apuntan a que la segregación funcional en la amígdala ocurriría a nivel de tipos 
celulares y no de núcleos (Choi et al., 2005), y esto supone un cambio de paradigma 
con importantes implicaciones funcionales, que exige nuevas aproximaciones 
experimentales para comprender la implicación de la amígdala en distintos aspectos 
del comportamiento y las consecuencias funcionales de sus anomalías. 
El presente trabajo pretende aplicar este nuevo enfoque al estudio de la población 
neuronal de la amígdala medial extendida que expresa el factor de transcripción Otp y, 
en particular, la subpoblación que contiene el neuropéptido vasopresina (vasotocina en 
vertebrados no-mamíferos), que está involucrado en distintos aspectos del 
comportamiento social, como cuidados parentales y relaciones de pareja (Wang et al., 
1994; Young et al., 1998). 
Figura 6.  Outputs de algunos núcleos específicos de la amígdala. 
Abreviaciones: B, Núcleo Basal; Ce, Núcleo Central; itc, Células intercaladas; La, Núcleo Lateral; M, 
Núcleo Medial.  





La amígdala medial  
Dentro de la amígdala, el núcleo de la amígdala medial es particularmente interesante 
por su papel tan crucial en diferentes aspectos del comportamiento social (Canteras et 
al., 1995; Swansson, 2000). La amígdala medial forma parte de la amígdala medial 
extendida, un corredor de células del telencéfalo basal que se extiende desde la 
amígdala centromedial al núcleo del lecho de la estría terminal (BST), el cual 
constituye el punto de salida más importante hacia los centros efectores del 
hipotálamo y tronco encefálico (Petrovich et al., 1984).  
La principal función de la amígdala medial es procesar la información sensorial que 
recibe desde el bulbo olfatorio y otros núcleos amigdalinos, y controlar la función del 
hipotálamo, la región del cerebro encargada de la regulación hormonal. La amígdala 
medial tiene conexiones recíprocas con múltiples núcleos hipotalámicos, los cuales, a 
su vez, proyectan a numerosas regiones del tronco cerebral. Estas rutas de 
conexiones están relacionadas con la regulación del comportamiento social y 
reproductivo (Swansson, 1998; Choi et al., 2005). 
En los mamíferos que dependen en gran medida de las señales olfatorias para la 
reproducción y otras interacciones sociales, como es el caso de los roedores,  la 
amígdala medial es una estructura muy compleja constituida por cuatro subdivisiones: 
anterodorsal (MeAD), anteroventral (MeAV), posterodorsal (MePD) y posteroventral 
(MePV) (de Olmos et al., 1985, 2004; Canteras et al., 1995; Swansson, 2000; 
Martínez-García et al., 2012). En cuanto a las proyecciones  a los centros preóptico e 
hipotalámico involucrados tanto en la defensa como en la reproducción, parece que las 
partes anterior y posteroventral de la amígdala medial están relacionadas con la 
agresión/defensa (Canteras et al., 1995; Dielenberg et al., 2001; McGregor et al., 
2004; Fendt et al., 2005) mientras que la parte posterodorsal está más relacionada con 
el control neuroendocrino (Canteras et al., 1995; Simerly, 2004) y el comportamiento 
sexual (Fernandez-Fewell and Meredith, 1994; Bressler and Baum, 1996; Heeb and 
Yahr, 1996; Swansson, 2000; Simerly, 2004). 
Estudios recientes sobre la amígdala medial en ratas adultas muestran la presencia de 
tres subpoblaciones diferentes de neuronas, cada una de las cuales expresa un factor 
de transcripción distinto (Lhx6, Lhx9 o Lhx5) teniendo un conjunto de proyecciones 










La población neuronal que expresa Lhx5 también expresa Otp, y está localizada en la 
parte anterior de la amígdala medial, preferentemente en la zona anteroventral 
(MeAV). Dichas células son activadas cuando se producen encuentros agresivos del 
animal con sus congéneres, y proyectan a targets hipotalámicos involucrados en la 
defensa. Además, algunas células Otp-positivas también están presentes en el domino 
BST, incluyendo el BSTM (Bardet et al., 2008; García-Moreno et al., 2010)                 
Se ha propuesto que esta subpoblación de neuronas que expresa Lhx5/Otp se origina 
en el hipotálamo.  
 
Descripción del hipotálamo según el Modelo Prosomérico 
El actual Modelo Prosomérico sostiene que el hipotálamo es una entidad rostral del 
cerebro anterior, situada en posición ventral al telencéfalo y rostral al diencéfalo, que 
se subdivide dorsoventralmente en los dominios longitudinales alar, basal y suelo. 
Además queda separado rostrocaudalmente en dos regiones transversales: por un 
lado el hipotálamo terminal (la región más rostral),  y por otro lado el hipotálamo 
peduncular (situado entre la región terminal y el diencéfalo).  
Figura 7. Diagrama que representa las diferentes subpoblaciones neuronales presentes en las 
subdivisiones de la amígdala medial en roedores, basándose en el diferente origen embrionario y 
perfil genético. Las conexiones de algunas de estas células son conocidas, lo que sugieren que 
cada subtipo celular principal está implicado en una ruta funcional concreta. 
Abreviaciones: AHN, núcleo hipotalámico anterior; BSTM, núcleo medial de la estria terminal; MeA, 
amígdala medial anterior; MePD, amígdala posterodorsal; MePV, amígdala posteroventral; MPN, 
núcleo preóptico medial; PMv, núcleo premamilar ventral; PVN, núcleo hipotalámico 
paraventricular; PVT, núcleo talámico paraventricular; VMHdm, núcleo hipotalámico ventromedial, 
parte dorsal; VMHvl, núcleo hipotalámico ventromedial, parte ventrolateral. 




En base a estudios genoarquitectónicos y de migración celular, el área preóptica está 
excluida del hipotálamo, quedando así como parte del subpalio (Bulfone et al., 1993; 
Rubenstein et al., 1998; Puelles et al., 2000, 2004, 2012; Gelman et al., 2011; Bardet 










La expresión diferencial de algunos genes del desarrollo muestra la existencia de un 
patrón dorsoventral a través del hipotálamo, definiendo dominios típicamente 
longitudinales que se superponen tanto sobre el hipotálamo terminal como el 
hipotálamo peduncular, y que además comparten unos marcadores moleculares 
determinados (Puelles et al., 2012).  
El dominio alar más dorsal es el dominio Supra-Opto-Paraventricular (SPV) que se 
caracteriza por la expresión del gen homeobox Ortopedia (Otp) y la ausencia de la 
expresión de los genes Dlx (Distal-less) e Islet-1. Este dominio SPV produce neuronas 
vasopresinérgicas y oxitocinérgicas para los núcleos hipotalámicos supraóptico y 
paraventricular; y pequeñas subpoblaciones de estas células han sido observadas 
también en la amígdala medial y/o dominio BST de algunos roedores (de Vries and 
Buijs, 1983; Caffe et al, 1987; Wang, 1995; Wang and De Vries, 1995; Wang and 
Lufkin, 2000; de Olmos et al., 2004).  
Recientes estudios muestran cómo células que expresan vasopresina y oxitocina son 
incapaces de diferenciarse en los núcleos hipotalámicos supraóptico y paraventricular 
de ratones knockout para el gen Otp; y además en estos mutantes, las células 
 
Figura 8. Esquema del cerebro anterior que representa la posición general, 
organización morfológica y subdivisiones principales del hipotálamo. 
Imagen extraída de “Regionalized differentiation of CRH, TRH, and GHRH 




vasopresinérgicas también desaparecen en la amígdala medial extendida (Wang and 
Lufkin, 2000). Basándose en esta evidencia, se ha sugerido que al menos, una parte 
de las células derivadas del SPV de la amígdala medial/dominio BST contienen 
vasopresina (Bupesh et al., 2011; Median et al., 2011).  
En vertebrados no-mamíferos (pollos, anfibios, reptiles), el dominio SPV también 
expresa Otp y parece producir células para la amígdala medial-BST. En particular, en 
los pollos, este dominio también expresa Lhx5, y algunas células que expresan este 
factor de transcripción también se observan en la amígdala medial, pero su origen es 
incierto, ya que podrían derivar de la eminencia pretalámica que también expresa este 
gen Lhx5 (Abellán et al., 2010). En cualquier caso, lo que sí parece probable es que la 
subpoblación celular que expresa Otp  estuvo presente en la amígdala medial-BST de 
un antecesor amniota común (Medina et al., 2011). 
Es interesante ver como el dominio SPV puede haber cambiado de tamaño durante la 
evolución de los amniotas debido a variaciones en la expresión del gen Nkx2.1 en la 
zona alar del hipotálamo (Medina, 2008; van der Akker et al., 2008), y esto ha podido 
afectar a la migración de las subpoblaciones celulares derivadas del SPV a la 
amígdala medial (Medina et al., 2011). Como se ha mencionado anteriormente, se ha 
propuesto que el dominio SPV produce células vasopresinérgicas y oxitocinérgicas 
para el BSTM y para la amígdala medial en mamíferos. En el cerebro de estos 
vertebrados, la vasopresina y oxitocina juega un rol muy importante en diferentes 
aspectos del comportamiento social, incluyendo el reconocimiento social, cuidado 
maternal  y los vínculos de pareja. Por consiguiente, una regulación negativa de 
Nkx2.1 puede haber actuado como fuerza impulsora para la evolución de la amígdala 
medial extendida, y en la adquisición de un control más sofisticado del comportamiento 















Aunque hay estudios previos sobre la distribución de vasopresina/vasotocina en el 
cerebro de distintas especies de vertebrados (incluyendo el pollo), existen 
discrepancias importantes sobre la localización de los distintos grupos neuronales que 
expresan este neuropéptido. Estas discrepancias pueden ser debidas a la dificultad 
para comparar áreas cerebrales homólogas en especies diferentes. Para este 
propósito el estudio del origen embrionario de estas neuronas en base al Modelo 
Prosomérico ha demostrado ser de gran utilidad. Estudios previos en el pollo han 
mostrado que el BSTm contiene células inmunoreactivas a la vasotocina, pero se 
desconoce su origen embrionario. Como ya se ha comentado anteriormente, algunos 
autores han sugerido que las neuronas con el mismo origen embrionario y perfil de 
expresión génica podrían estar interconectadas, proyectar a las mismas dianas, y 
estar involucradas en la misma función. Actualmente, se desconocen las proyecciones 
de las neuronas que expresan Otp y/o vasotocina. Nuestro trabajo pretende poner a 
prueba si las neuronas de la amígdala extendida que expresan vasotocina están 
interconectadas con las neuronas hipotalámicas vasotocinérgicas. Para realizar esta 
Figura 9. Neurofisiología de la Oxitcina y AVP.  La oxitocina y vasopresina son sintetizadas en neuronas 
localizadas en los núcleos paraventricular y supraóptico del hipotálamo, y procesadas a lo largo de las 
proyecciones axonales en el lóbulo posterior de la hipófisis, en el que se almacenan en vesículas secretoras y 
se liberan en circulación periférica. Además de esta versión de terminales axonales,  hay liberación de OXT y 
AVP en el espacio extracelular, lo que resulta no sólo en la acción local, sino también en su difusión a través 
del cerebro para alcanzar objetivos distantes. Por lo tanto, ambos péptidos tienen funciones periféricas y 
centrales.  
Abreviaciones: ACC, corteza cingulada anterior; BNST, lecho del núcleo de la estría terminal; NAc, núcleo 
acumen; SCN, núcleo supraquiasmático. 
Imagen extraída de “Oxytocin and vasopressin in the human brain: social neuropeptides for translational 




investigación, se han llevado a cabo ensayos de inmunocitoquímica y trazado de 
conexiones para así estudiar la distribución de las células que expresan Otp y 
vasotocina y sus proyecciones.  
 
4. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
El presente trabajo forma parte de una investigación más amplia en la que se analiza 
la organización y evolución de la amígdala utilizando un enfoque de la biología 
evolutiva del desarrollo, mediante el estudio de patrones de expresión combinatorio de 
determinados genes reguladores del desarrollo. Estos genes codifican factores de 
transcripción o proteínas de señalización que se expresan durante el desarrollo con 
unos patrones de combinación específicos que ayudan a delimitar las subdivisiones 
progenitoras básicas del tubo neural, así como sus derivaciones estructurales 
(Revisado por Puelles and Medina, 2002; Medina, 2007). Las secuencias codificantes 
de la mayoría de estos genes reguladores están altamente conservadas entre las 
diferentes especies de vertebrados, de la misma manera que también lo están sus 
patrones de expresión en el cerebro y médula espinal. Y son las variaciones evolutivas 
que han tenido lugar a nivel de regiones reguladoras de estos genes, o bien a nivel de 
factores de transcripción o cofactores que se unen a éstas, las que se cree que están 
detrás de la divergencia evolutiva (Carroll et al., 2001; Davidson, 2006).  
Es por esto que el análisis comparativo de dichos genes es de especial importancia 
para (1) analizar molecularmente las diferentes subpoblaciones celulares de la 
amígdala, y así establecer una correlación entre orígenes embrionarios específicos, 
factores de transcripción y vías/rutas funcionales; (2) investigar la presencia de 
subtipos celulares idénticos en diferentes vertebrados mediante el análisis de factores 
de transcripción durante el desarrollo y (3) detectar posibles variaciones del desarrollo 
que pueden estar detrás de la evolución de la amígdala. 
Este trabajo se centra en la expresión del Otp, un gen regulador del desarrollo 
altamente conservado. Este gen lo hemos estudiado en la amígdala de embriones de 
pollo (Gallus gallus domesticus) de 15 días (E15). El Otp emplea distintos mecanismos 
de regulación para modular la expresión de marcadores moleculares específicos en el 
hipotálamo en desarrollo (Wang et al, 2000). Su estudio nos interesa porque explica la 
capacidad de las neuronas inmigrantes de alcanzar una región cerebral alejada a la de 
su formación, es decir, las células neuronales que expresan este gen, son capaces de 
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desplazarse desde una zona cerebral concreta a otra. En estudios previos de otros 
autores, al inactivarlo de forma experimental (utilizando ratones knockout) 
descubrieron que las células del hipotálamo no podían iniciar su viaje migratorio para 
alcanzar los núcleos de la amígdala, lo que causaba una deficiencia celular que se 
traducía en un volumen menor de los núcleos que constituyen la amígdala (García 
Moreno et al., 2010). Además, el Otp inicia la cascada de diferenciación que da lugar a 
la expresión de vasopresina (AVP) (vasotocina en vertebrados no-mamíferos, AVT), 
de especial importancia por su papel en el comportamiento social.  
Finalizado el periodo mitótico tiene lugar la migración neuronal (mecanismo que llevará 
a los cuerpos neuronales hasta el lugar donde realizarán sus funciones definitivas), y 
una vez alcanzado su destino, los neuroblastos se diferencian y desarrollan su 
arborización dendrítica y axonal estableciendo conexiones sinápticas con otras 
neuronas. La hipótesis con la que trabajamos es que las neuronas con el mismo 
origen embrionario en el hipotálamo, y que posteriormente migran hacia la amígdala, 
establecen conexiones sinápticas entre ellas. Es decir, algunas neuronas tienen la 
capacidad de abandonar su lugar de origen, el hipotálamo, y colonizar el cerebro 
anterior donde se mezclan con las neuronas “locales” para formar la amígdala, y su 
axón proyectaría a las neuronas del mismo fenotipo que permanecen en el hipotálamo. 
Con la investigación llevada a cabo en este trabajo pretendemos comprobar esta 
hipótesis mediante el estudio del origen y distribución de las neuronas que contienen 
vasotocina, sus patrones de migración y su conectividad neuronal.  
La información que extraeríamos del estudio sería muy útil para entender mejor el 
conectoma, es decir, el conjunto de conexiones y circuitos funcionales que establecen 
las neuronas, y que nos permitirá obtener una descripción estructural del cerebro y 
una mayor profundización en sus mecanismos funcionales. 
Por tanto, el objetivo del estudio de este trabajo se centra en entender el origen y 
distribución de neuronas que contienen vasotocina, sus patrones de migración y su 
conectividad neuronal. Y para ello, la investigación se ha dividido en las siguientes 
etapas:  
1. Estudiar la expresión de vasotocina (AVT) y Otp en el cerebro de embriones de 
pollo de estadios avanzados, 15 y 18 días (E15, E18) mediante inmunocitoquímica. 
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2. Analizar la conectividad neuronal en embriones de estadios avanzados 
mediante ensayos de trazado de conexiones (utilizando como trazadores 
dextranaminas  combinadas con fluorocromos) en cultivos organotípicos. 
 
5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Para este estudio se han utilizado embriones de pollo (Gallus gallus domesticus) de 
días embrionarios 15 (E15) y 18 (E18). Los animales han sido tratados de acuerdo a 
las regulaciones y leyes de la Unión Europea (2010/63/EU) y del Gobierno Español 
(Decreto Real 223/1998, más recientemente el Decreto Real 1021/2005) sobre el 
cuidado y manejo de los animales en investigación.  
Los embriones de pollo se obtienen de huevos comprados en la Granja Santa Isabel 
(Córdoba), que se incuban a una temperatura de 37ºC, y sus cerebros son procesados 
para llevar a cabo ensayos de  inmunocitoquímica y para la preparación de cultivos 
organotípicos.  
Se obtuvieron muestras de tejido de todos los animales para su posterior sexado 
genético, ya que las células inmunoreactivas a la vasotocina del BSTm aviar son 
sensibles a esteroides sexuales y presentan dimorfismo sexual, lo cual parece estar 
relacionado con las diferencias en el comportamiento entre machos y hembras 
(Panzica et al., 2001, 2012). Sin embargo todavía no se dispone de los resultados de 
dicho sexado, lo cual quedaría pendiente. 
 
Perfusión 
Los embriones de pollo recién sacados del huevo fueron anestesiados con una 
inyección intramuscular de  una solución de Doletal (0.2mL, dilución 1:100). A 
continuación, se procedió a una inyección intracardíadca con suero fisiológico (5-10 
mL) seguida de una inyección intracardíaca con el fijador paraformaldehído (7-10 mL, 
4%).  Posteriormente se extrae el cerebro y se deja en paraformaldehído 4% durante 
15 minutos para seguidamente pelarlo (quitarle las meninges) y post-fijarlo in situ en 
paraformaldehído 4% (por inmersión), a una temperatura de 4ºC, durante 24h y en 




Para los ensayos de las poblaciones neuronales que expresan AVT y Otp fueron 
utilizados 12 cerebros embrionarios de pollo (7 de E15 y 5 de E18).  Una vez fijados 
los cerebros, se encastraron en una solución de agarosa al 4% (Agarose D1 LOW 
EEO, 500g, Laboratorios Conda) a una temperatura de 40ºC-42ºC. Una vez 
solidificado el bloque con el cerebro embebido, se talló de forma que los cortes del 
tejido, de 80 µm de grosor, tuvieran un plano oblicuo (30º). El tejido fue cortado con el 
vibrátomo (Leica VT 1000S). Las secciones se guardaron en una solución de PBS 1X 
en una placa de 6 pocillos en series alternas, y posteriormente fueron procesadas 
mediante inmunocitoquímica para detectar AVT (en 3 cerebros de los E15 y 3 de los 
E18) y Otp (en 4 cerebros de E15 y en 2 de E18). (Ver en anexos tabla 2 para el 
seguimiento de los animales). 
El proceso cuenta con una serie de 3 lavados con PBS-TX (0.2%) en agitación 
(56rpm) durante 10 minutos, un lavado en PBS-TX (0.2%)- H2O2 (0.9%) en agitación 
(50rpm) durante 20 minutos para reducir las peroxidasas endógenas, otra serie de tres 
lavados con PBS-TX (0.2%) en agitación (56rpm) durante 10 minutos y la incubación 
de los cortes de tejido con el anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios 
empleados fueron el anticuerpo anti-VP que reconoce la AVT y el anticuerpo anti-Otp 
para localizar las células que expresan este gen. (Ver tabla 1 para los detalles sobre 
los anticuerpos utilizados). Dichos anticuerpos fueron diluidos en PBS-TX al 0.2% en 
las medidas de 1:5000 y 1:1000+10% sérum de cabra respectivamente, y después 
incubados sobre los cortes del tejido durante 2 días a 4ºC bajo una agitación suave 
(30rpm) y constante.  
Tras la incubación y los posteriores lavados en PBS-TX al 0.2%, las muestras de tejido 
fueron incubadas con el anticuerpo secundario (anti-rabbit biotinilado, en una dilución 
1:200)  durante una hora y media a temperatura ambiente y en agitación constante a 
50rpm. A continuación, y tras los respectivos lavados en PBS-TX al 0.2%, los cortes 
fueron incubados con el complejo avidina-biotina (ABC kit; Vector; dilución 0.003%) 
durante una hora a temperatura ambiente y en agitación constante (40rpm). La 
inmunomarcación fue revelada con el compuesto diaminobencidina (DAB; Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany), y posteriormente fueron lavados varias veces con una 
solución de TRIS 0.05M y después con PBS-TX al 0.2%, siempre lavados de 10 
minutos y en agitación constante a 50rpm. Finalmente los cortes se dejaron 
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sumergidos en paraformaldehido al 4%, durante 24 horas a 4ºC para su posterior 
montaje.  
Las secciones se montaron en un portaobjetos y se cubrieron con medio de montaje 
(Glycerol Gelatin, Sigma, GG1-15mL) a una temperatura de 50ºC para posteriormente 
colocar el cubreobjetos. A continuación se estudiaron y fotografiaron con un 
microscopio Leica modelo DMR con una cámara Zeiss modelo AxioCam HRc. (Figura 
10) 
Figura 10. Representación esquemática del proceso de un ensayo de inmunocitoquímica. 
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Para estudiar la conectividad neuronal, se hicieron cultivos organotípicos con los 
cortes de los cerebros embrionarios de pollos E15 (2 cerebros en total). Para su 
extracción, los embriones se depositaron sobre una placa de disección con medio de 
cultivo de glucosa, oxigenado y sobre una base de hielo para mantener en todo 
momento al órgano vivo.  
Los cerebros fueron cortados en láminas de 300 µm de grosor y en un plano oblicuo 
(30º) utilizando el vibrátomo (Leica VT 1000S). A continuación, los cortes fueron 
depositados sobre una placa de cultivo porosa (Millicell-CM, 0.4 µm pore diameter; 30 
mm insert diameter; Millipore) e incubados con el medio de cultivo DMEM (DMEM F-
12, Gibco, suppemented with 5% fetal bovine serum, 0.1mM glutamine, 6.5mg/ml D-
glucose, 1% supplement N2, and 1% penicilline) en una incubadora de CO2 al 5% y a 
37ºC durante una hora, antes de la aplicación del trazador axónico dextranamina de 
3000 MW con Texas Red (Molecular Probes, D-3328) mediante un capilar de vidrio, 
sobre la zona del dominio hipotalámico Supra-Opto-Paraventricular (SPV), también en 
la parte medial sobre los núcleos de la estría terminal (BSTm) y en la amígdala medial 
(MeA). Una vez aplicado el trazador axónico, los cortes del tejido fueron incubados en 
el medio de cultivo neurobasal (Neurobasal; Gibco; supplemented with 5% fetal bovine 
serum, 0.1mM, glutamine, 6.5 mg/ml D-glucose, 1% supplemented B27; Gibco; and 
1% penicillin) en la incubadora de CO2 al 5% y 37ºC durante 24 horas. Transcurrido 
este periodo, los cortes fueron fijados con un tampón fosfato  de paraformaldehido al 
4% (pH 4.7) durante 8 minutos y posteriormente, guardados en un sistema tampón 
fosfato (0.1M, pH 7.4) que contiene acida de sodio al 0.1%, hasta la observación y 












6.1 Experimentos de localización de Otp y vasotocina 
Desde edades muy tempranas del desarrollo, el patrón adulto de las agrupaciones 
neuronales del sistema hipotalámico-hipofisario que se observa en pollos queda bien 
establecido (Tennyson et al., 1986). En este trabajo prestamos especial atención a los 
resultados obtenidos en pollos E15 en los que la expresión de AVT y Otp ya se 
manifiesta con notoriedad, y también en E18 en los que esta expresión todavía es más 
remarcada.  
Los anticuerpos empleados en los ensayos de inmunocitoquímica han funcionado 
correctamente. Por su parte, el anticuerpo anti-VT nos ha permitido observar la 
morfología de las células, ya que éstas acumulan el neuropéptido en el citoplasma, por 
lo que se pueden ver con gran detalle las dendritas y axones de las neuronas. Por otra 
parte, con el anticuerpo anti-Otp, observamos cómo el marcaje queda restringido al 
núcleo de las células, puesto que es un factor de transcripción y la proteína se 
acumula en el núcleo. 
En cuanto a los ejemplares utilizados, en los embriones de pollo E15 se observan 
células vasotocinérgicas en muchas regiones encefálicas (incluidas las de interés 
como el dominio SPV, el corredor de células del BSTm y la amígdala medial), al igual 
que ocurre con los E18, aunque en este caso, tal y como se ha comentado 
anteriormente, el número de células es mayor, puesto que se encuentran en un 
estadio más avanzado del desarrollo.  
Además, hemos apreciado cierta variabilidad en la expresión de AVT particularmente 
al ver que uno de los ejemplares de 18 días (E18) presentó una expresión más 
restringida del neuropéptido (no se observó marcaje en algunos núcleos), y aunque no 
se han sexado todavía los animales (queda pendiente), este hecho se podría 
relacionar con el dimorfismo sexual ya comentado anteriormente, y en el que los 
machos muestran una expresión mayor que las hembras. 
A continuación se describirán los diferentes grupos vasotocinérgicos del prosencéfalo 





6.1.1 Expresión de Otp 
La expresión de Otp es de gran utilidad a la hora de delimitar los diferentes dominios 
embrionarios del prosencéfalo y de las distintas subdivisiones de la amígdala medial 
extendida. La expresión diferencial de este gen del desarrollo muestra la existencia de 
un patrón dorsoventral a través del hipotálamo, que define típicamente dominios 
longitudinales que se superponen tanto sobre el hipotálamo terminal como el 
hipotálamo peduncular. 
Las zonas de mayor densidad celular Otp-positivas indican la localización del dominio 
SPV, y esto nos ha servido para compararlo con los resultados obtenidos con 
vasotocina. Además, hemos observado que en regiones no pertenecientes al dominio 
SPV, pero en las que se observa expresión de vasotocina, también la hay de Otp, lo 
cual sugiere que todas las neuronas AVT-positivas podrían derivar del dominio SPV y 
habrían alcanzado otras localizaciones en los diferentes campos cerebrales por 














Fig.11 A-B. Comparación de la expresión de Otp (columna izquierda, A) y de AVT (columna derecha, 
B) en cortes cerebrales de pollo E15. 1, Nivel telencefálico, se observan células neuronales localizadas 
en la región subpalial rostral, A, la flecha señala los núcleos celulares Otp positivos; B, se aprecian los 
somas y algunas dendritas de las células AVT-positivas. 2, Nivel del dominio Supra-Opto-
Paraventricular (SPV) (nivel hipotalámico). A, células OTP-positivas en posición que corresponde a los 
grupos AVT-positivos del SPV peduncular (SPVp): el periventricular (Gp) próximo al tercer ventrículo 
(v3), el grupo medial (Gm) y algunas células del grupo lateral (Gl); B, se observa la expresión de AVT 
en los mismos grupos celulares. Barra=100µm 
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6.1.2 Expresión de Vasotocina (AVT) 
El neuropéptido arginina-vasotocina (AVT, en no-mamíferos) y su homólogo en 
mamíferos, arginina-vasopresina (AVP) influyen en una gran variedad de 
comportamientos sexuales típicos y propios de cada especie de vertebrados, y 
además proporcionan un sustrato neural integrador para la modulación dinámica de 
dichos comportamientos mediante estímulos endocrinos y sensoriales. 
 
En los resultados obtenidos observamos cómo las células neuronales AVT-positivas 
están localizadas principalmente en el hipotálamo, formando parte del dominio Supra-
Opto-Paraventricular (SPV) y del dominio Supraquiasmático (SC). Además, también se 
observan en el telencéfalo, en particular en la región subpalial. Y al mirar las fibras, se 





 Dominio Hipotalámico Supra-Opto-Paraventricular (SPV) 
En este dominio se aprecian dos regiones bien diferenciadas, por un lado la región 
hipotalámica terminal en una posición ventral al área preóptica (respecto al eje neural), 
y por otro lado la región hipotalámica peduncular caudalmente respecto a la terminal y 
rostral al diencéfalo. 
 
Región hipotalámica terminal (SPVt): Se observan dos grandes grupos celulares 
AVT-positivos.  
-Grupo celular periventricular (Gp): Donde predominan las neuronas 
parvocelulares y sobre todo de tamaño medio. Hay muy pocas  magnocelulares. 
(Fig.12B) 
-Grupo celular superficial (Gs): Constituido por neuronas magnocelulares y de 
tamaño medio, que podrían corresponder con el núcleo supraóptico rostral o 
ventral de otros autores. (Fig.12B) 
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Región hipotalámica peduncular (SPVp): Se observan cinco grupos celulares 
vasotocinérgicos.  
-Grupo celular periventricular (Gp): Son células neuronales principalmente 
parvocelulares y de tamaño medio, con alguna neurona magnocelular. (Fig.12D) 
 
-Grupo celular medial (Gm): Está formado por neuronas parvocelulares y alguna 
magnocelular esporádica. (Fig.12D) 
 
-Grupo celular lateral (Gl): Es un grupo que contiene un gran número de células, 
la mayoría son neuronas magnocelulares, con la presencia de algunas 
parvocelulares. Determinados autores las han considerado como parte del 
corredor amígdalo-hipotalámico y han denominado a este grupo como BSTm3. 
(Fig.12D) 
-Grupo lateral-dorsal (Gld): A niveles caudales se observa en una posición 
próxima al ventrículo lateral una población AVT-positiva formada por neuronas de 
gran tamaño, que en algunos cortes parece mostrar una continuidad con el grupo 
lateral. Este grupo algunos autores lo denominan BSTmc (Fig.12E). 
-Grupo celular superficial (Gs): Constituido completamente por neuronas 
magnocelulares que podrían corresponder al núcleo supraóptico externo (SOe). 
(Fig.12D) 
 
 Dominio Hipotalámico Supraquiasmático (SC) 
En este dominio se observan células de tamaño medio y pequeño a nivel 
periventricular. Se puede ver una continuidad entre estas neuronas y las del grupo 
periventricular del dominio SPV, lo cual sugiere que podrían derivar  y descender de 
este dominio. (Fig.12C, 12D, 12E) 
 
Telencéfalo 
Región Subpalial: En esta región telencefálica se distinguen cuatro grupos celulares 
de neuronas AVT-positivas. 
29 
 
-Grupo celular subpalial rostral (Spr): Está situado en una posición lateral y medial 
a la banda diagonal, lo cual sugiere que estas células podrían derivar del grupo 
superficial del dominio SPV. (Fig.13A; Fig.14A) 
-Grupo celular periventricular (Gp): Está formado por neuronas de tamaño medio y 
parvocelulares situadas próximas al tercer ventrículo (v3) del dominio preóptico 
(PO). Se observa una continuidad entre estas células y las que se localizan en el 
dominio SPV, es decir, este grupo celular periventricular podría derivar del SPV y 
haber migrado dorsalmente hasta su posición actual. (Fig.12B) 
-Grupo celular en relación al núcleo de la comisura anterior (Gca): Es un grupo de 
células de tamaño medio con algunas neuronas magnocelulares localizadas en la 
zona periférica del tracto de la comisura anterior (ca). (Fig.12C; Fig.14B)  
-Grupos de la amígdala medial extendida: Es un conjunto de grupos neuronales 
vasotocinérgicos diferentes: 
-Grupos parvocelulares del BSTm: Situados en una posición medial, se 
distinguen dos núcleos: el núcleo dorsolateral (BSTm1) y el núcleo 
ventromedial (BSTm2). (Fig.12D; Fig.14C) 
-Grupo de la amígdala medial (MeA): En una posición ventromedial a la 
amígdala central, se encuentran unas pocas células de tamaño 
magnocelular y con poca expresión del neuropéptido AVT. Estas células 
parecen estar en relación con el núcleo supraóptico externo (SOe). (Fig.12C; 
Fig.14D) 
 
Distribución de las fibras vasotocinérgicas 
Las fibras procedentes de las células neuronales vasotocinérgicas que se observan 
pueden ser tanto gruesas como delgadas. Las fibras gruesas abandonan el PVN y el 
SO y corren por el hipotálamo lateral para migrar ventralmente en dirección  a la 
eminencia media y la neurohipófisis. Por su parte, las fibras AVT-positivas delgadas 
son observadas en múltiples regiones del cerebro, incluyendo el telencéfalo, 
diencéfalo y mesencéfalo. La morfología de estas fibras puede variar desde hilos 
cortos o largos lisos, hasta estructuras punteadas que sugieren la existencia de 







FIG.12 A-F. Expresión de vasotocina en cortes cerebrales ordenados de rostral (A) a caudal (F) en el estadio E15 de pollo. 
A, Nivel telencefálico, se observa el grupo celular subpalial rostral (Spr). También el tracto septomesencefálico (tsm) por 
encima de este grupo celular. B, Nivel del dominio Supra-Opto-Paraventricular (SPV), detalle del SPV terminal, se observa 
sus grupos periventricular (Gp) y superficial (Gs). También se ve el dominio preóptico (PO) y el grupo periventricular (Gp) de 
la región preóptica. C, A nivel telencefálico, se observa el grupo celular de la comisura anterior (Gca); a nivel hipotalámico 
se ve el dominio supraquiasmático (SC), la región SPV terminal (SPVt) y la región SPV peduncular (SPVp). D, Nivel 
hipotalámico, se ve el dominio SPV peduncular (SPVp) con los grupos celulares periventricular (Gp), medial (Gm), lateral 
(Gl) y superficial (Gs); Nivel telencefálico subpalial, se observan dos grupos diferenciados de neuronas parvocelualres en el 
dominio BSTm: el núcleo BSTm1 y  el núcleo BSTm2. Además se detalla la localización del tercer ventrículo (v3) y de nuevo 
la del dominio supraquiasmático (SC). E, Nivel hipotalámico, se observa el dominio SC, y el grupo lateral-dorsal (Gld) de la 
región SPVp que algunos autores lo han denominado BSTmc y que se localiza próximo al ventrículo lateral (v). F, Se 




Fig.13 A-F. Expresión de vasotocina en cortes cerebrales ordenados de rostral (A) a caudal (F) en el estadio E18 de 
pollo. Se observan los mismos dominios y grupos celulares que en E15. A, Nivel telencefálico, se observa el grupo celular 
subpalial rostral (Spr) en posición lateral y medial a la banda diagonal. También el tracto septomesencefálico (TSM) por 
encima de este grupo celular. B, Nivel del dominio Supra-Opto-Paraventricular (SPV), detalle del SPV terminal, se 
observa sus grupos periventricular (Gp) y superficial (Gs). También se puede ver el dominio preóptico (PO). C, A nivel 
telencefálico, se observa la comisura anterior (ca); a nivel del dominio SPV (nivel hipotalámico), se detallan las posiciones 
de las regiones del SPV terminal (SPVt), y el SPV peduncular (SPVp). También se observa el tercer ventrículo (v3). D, 
Nivel hipotalámico, se ven los grupos celulares periventricular (Gp), medial (Gm), lateral (Gl) y superficial (Gs) que forman 
parte del dominio SPVp. A este mismo nivel también se observa el dominio supraquiasmático; Nivel telencefálico 
subpalial, se observan dos grupos diferenciados de neuronas parvocelulares en el dominio BSTm, el núcleo BSTm1 y el 
núcleo BSTm2, y el grupo celular lateral-dorsal (Gld) en posición dorsal  y en contacto con el ventrículo lateral (v) de la 
región SPVp que algunos autores lo han denominado BSTmc. E, Nivel hipotalámico, se observa el dominio SC, y se ven 
los grupos celulares periventricular (Gp), medial (Gm), lateral (Gl) y superficial (Gs) que forman parte del dominio SPVp; 
Nivel telencefálico, se observa el grupo celular de la amígdala medial (MeA). F, Se observa de nuevo la posición del tercer 







Fig.14 A-F. Detalles de zonas cerebrales de interés con expresión de AVT en cortes de cerebros de pollo E15. A, Nivel 
telencefálico, observan neuronas en la región subpalial rostral. Se pueden ver los cuerpos celulares de las neuronas y en 
algunas de ellas también las dendritas y axones. B, Nivel telencefálico, se observa la comisura anterior (ca) y a ambos 
lados neuronas de tamaño medio con algunas magnocelulares. C, Nivel telencefálico subpalial, se observa en detalle dos 
grupos diferenciados de neuronas en el dominio BSTm, el núcleo BSTm1 en posición dorsolateral, y el núcleo BSTm2 en 
posición ventromedial. Nótese la diferencia entre estas neuronas, que son parvocelulares, y el resto de neuronas que son 
de tamaño medio y magno. D, Nivel telencefálico, se pueden observar unas pocas neuronas inmunorreactivas en la 
amígdala medial (MeA). Son células magnocelulares con poca expresión de AVT que parecen estar en relación con el 
grupo superficial (Gs) del SPVp (que algunos autores denominan núcleo supraóptico externo, SOe). E, Nivel 
hipotalámico, se observan los grupos periventricular (Gp), medial (Gm) y lateral (Gl) del SPVp. F, Nivel hipotalámico, se 
puede observar en gran detalle el tercer ventrículo (v3) y cómo se distribuyen las neuronas a lo lagro de sus paredes. 




































Fig.15 A-B. Detalles de zonas cerebrales de interés con expresión de AVT en cortes de cerebros de pollo E15 (A) 
y E18 (B). A, Nivel hipotalámico, se observa a nivel del dominio SPVp el grupo celular lateral (Gl) y el grupo 
lateral-dorsal (Gld) próximo a la superficie del ventrículo lateral (v) y que otros autores denominan BSTmc. Se 
puede aprecian algunas neuronas (flecha) entre ambos grupos celulares. B, Nivel hipotalámico, se ven los axones 
correspondientes a los grupos celulares periventricular (Gp) y medial (Gm) del SPVp (que otros autores 
denominan núcleo paraventricular, PVN) y los procedentes del grupo celular superficial de este mismo dominio 
SPVp (lo que algunos autores denominan núcleo supraóptico externo, SOe) que convergen lateralmente y 
discurren en dirección ventral (hacia la eminencia media y la neurohipófisis). Las flechas marcan la dirección de 
las fibras. Barra=100µm 
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6.2 Experimentos de trazado de conexiones 
El estudio del trazado de conexiones es fundamental para así poder establecer los 
circuitos neuronales.  
Las 100.000 millones de neuronas junto con las miles de millones de conexiones 
hacen de los seres humanos lo que somos. Todos los vertebrados poseen un sistema 
nervioso central en el que se distinguen agrupaciones de cuerpos neuronales (centros 
nerviosos) separados por haces de fibras (tractos) que conectan a unos centros con 
otros o con estructuras periféricas. Se trata de un auténtico sistema de conexiones con 
capacidad de controlar la captación de estímulos, procesar la información y elaborar 
respuestas adecuadas a éstos. 
En primer lugar, los resultados obtenidos en estos experimentos (Figura16) han 
demostrado que todas las variables a tener en cuenta las hemos escogido 
correctamente. Por un lado, la edad embrionaria de los pollos seleccionados (E15) ha 
sido la adecuada ya que en los experimentos de expresión de AVT y Otp en este 
estadio del desarrollo ya se observaba un gran número de células vasotocinérgicas y 
Otp-positivas; además el ángulo de corte del cerebro (30º aproximadamente) ha 
permitido observar tanto las células AVT-positivas hipotalámicas como las que han 
migrado al BSTm de la amígdala medial extendida, es decir todo el corredor celular de 
nuestro interés. También hemos comprobado que los cortes sobreviven 
adecuadamente a los tiempos de incubación (entre 6h y 24h), que el trazador axónico 
empleado funciona correctamente (los somas neuronales, pero sobre todo los axones 
quedan muy marcados y definidos al observar la preparación en el microscopio 
confocal) y que el transporte celular se desarrolla con normalidad y según lo previsto. 
En cualquier caso, estos resultados obtenidos son sólo unos resultados preliminares. 
Ha sido una puesta en marcha de la técnica. El interés radica en ver si las neuronas 
con el mismo origen embrionario, que posteriormente migran a diferentes zonas del 








Fig.16 A-C. Imágenes tomadas en microscopio confocal Leica TCS SP2, a 4x, con el trazador dextranamina 
Texas Red de cerebro de pollo E15. A, se  corresponde a un mismo corte cerebral, tanto en A1 (hemisferio 
izquierdo) como en A2 (hemisferio derecho), la zona de deposición del trazador (marcado en la imagen con 
una flecha) se corresponde a la región del dominio SPV peduncular, y lo que se observan son células en la 
zona del dominio del BST (marcado en la imagen con una flecha). B, la zona del pinchazo (marcado en la 
imagen con una flecha) se ha hecho en una posición más ventral del domino SPV peduncular, a penas se 
observan células en este tipo de corte, que ya es demasiado caudal. C, se corresponde a un corte cerebral 
en el que la zona del pinchazo del trazador (marcado en la imagen con una flecha) es a nivel preóptico-




7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
Los resultados obtenidos en los experimentos de localización de Otp y vasotocina 
sugieren que las células neuronales vasotocinérgicas derivan del domino SPV y han 
migrado tangencialmente a otras regiones cerebrales. Además el análisis de las 
fotografías de las células con expresión de Otp nos ha permitido localizar el dominio 
SPV y ver cómo coincide al comparar su posición con los resultados obtenidos en 
vasotocina. En estos últimos resultados, también podemos apreciar cómo las 
neuronas AVT-positivas proyectan a regiones del cerebro diferentes, incluyendo la 
hipófisis. 
En cuanto a los resultados de los experimentos de trazado de conexiones, aunque 
todavía no son firmes o contundentes, nos han permitido poner a punto la técnica. Lo 
que propinan estos resultados es probar de explicar que aquellas neuronas con el 
mismo origen embrionario, y que después migran a diferentes regiones cerebrales, 
permanecen conectadas.  
 
Comparación de nuestros resultados con estudios previos 
En primer lugar, en cuanto a la comparación de los resultados obtenidos en esta 
investigación sobre el pollo, con estudios similares realizados con otras aves, parece 
ser que el patrón de distribución de células neuronales AVT-positivas que hemos 
observado en este trabajo, también ha sido descrito en otras especies aviares, tanto 
oscinas como no-oscinas (Kiss et al., 1987; Balthazart et al., 1996). Por ejemplo, en 
todas las aves galliformes, incluido el pollo, las células vasotocinérgicas de la región 
preóptica periventricular están dispersas a lo largo de la pared del tercer ventrículo 
(Viglietti-Panzica, 1986). El grupo de células de la región del núcleo BSTm está 
también descrito en ambos tipos de aves, oscinas (Kiss et al., 1987) y no oscinas (Aste 
et al., 1998). Además, en el caso de las galliformes, algunas neuronas de tamaño 
medio y magnocelular se pueden observar en la región más rostral del tálamo dorsal, 
mientras que por su parte, éstas no están presentes en las especies aviares oscinas 
(Kiss et al., 1987), dato que también se ha visto en este estudio.  
Según otros autores (Tennyson et al., 1986), la distribución de los grupos neuronales 
en el hipotálamo, en pollo, queda establecida entre los estadios E12 y E17 del 
desarrollo embrionario. En este trabajo, observamos cómo en embriones de pollo E15 
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(un estadio intermedio a los citados en el trabajo de Tennyson et al., 1986) las 
neuronas AVT-positivas ya muestran una distribución y organización concreta y 
característica. 
Haciendo una comparación de los resultados obtenidos en pollo con dos aves en 
particular, hemos analizado los estudios de Berck et al. (1982) en la paloma y de 
Goossens et al. (1977) sobre el estornino. La posición de las neuronas 
vasotocinérgicas que forman parte del sistema hipotalámico-hipofisario del pollo 
exhibe muchas similitudes con la posición de neuronas AVT-positivas en estas otras 
dos especies de aves, aunque con algunas diferencias claras. Por ejemplo, los somas 
neuronales AVT-positivos parecen extenderse en grandes cantidades de forma más 
rostral en el pollo que en el estornino, particularmente los grupos celulares ventrales y 
laterales. El grupo superficial del dominio SPV peduncular (Gs del SPVp), que otros 
autores denominan núcleo supraóptico externo (SOe), se puede observar en el 
estornino, pero no en la paloma. En cambio, en el pollo, este Gs del SPVp, es un 
grupo celular pequeño pero conciso formado por neuronas de gran tamaño y con 
dendritas prominentes.  
Además, un núcleo celular que autores como Berck et al. (1982) denominaron grupo 
dorsal accesorio (DD1) en la paloma, se localiza en una posición lateral al haz 
prosencefálico lateral (LFB) a nivel de la comisura palial. Sin embargo, en el pollo es 
probable que el Gs del SPVp y el grupo celular dorsolateral sea un mismo grupo 
continuo de neuronas que mantiene una asociación muy próxima con el tracto 
septomesencefálico (tsm) a medida que se mueve progresivamente a una posición 
más dorsolateral, caudalmente en el hipotálamo.  Otro grupo dorsal accesorio 
denominado por Berck et al. (1982) como DD2 en la paloma, parece corresponderse 
con el grupo periventricular del SPV peduncular (Gp del SPVp) en el pollo (y que en 
este trabajo ya hemos comentado anteriormente), el cual parece correr de forma 
continua siguiendo un patrón en forma de ala sobre el LFB a nivel del núcleo 
dorsomedial anterior del tálamo. En pollo, este corredor celular en forma de ala parece 
estar formado principalmente por neuronas parvocelulares con algunas de tamaño 
medio intercaladas (Tennyson et al., 1985). Esta observación también la hemos podido 
apreciar en nuestros resultados. 
Tal y como Berck et al., (1982) apuntó, puede que no sea posible asignar una total 
homología entre todos los grupos celulares AVT-positivos aviares y los núcleos 
supraóptico (SO), Supraquiasmático (SC) y Paraventricular (PVN) de mamíferos, dado 
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que las conexiones neuronales y los orígenes embrionarios no están del todo claros. 
Aunque es interesante destacar la presencia de un mayor número de grupos AVT- 
positivos en aves, y en particular en el pollo, respecto a los descritos en mamíferos. En 
cambio en lo que hace referencia a la amígdala medial extendida, estudios en ratón 
muestran un grupo numeroso de neuronas vasopresinérgicas en el núcleo medial de la 
amígdala lo que contrasta con las escasas células observadas en nuestro estudio 
(Fig.14D). Y esto es interesante porque estudios previos en aves (incluida el pollo) 
niegan la presencia de células vasotocinérgicas en la amígdala medial, dato que 
nosotros, con nuestros resultados, podemos refutar. 
Por otra parte, en el BSTm de la gran mayoría de vertebrados (desde anfibios a 
mamíferos) hay presentes células vasopresinérgicas/vasotocinérgicas sin variaciones 
aparentes entre especies en cuanto a su abundancia (Wang et al., 1997). Nuestros 
resultados confirman este hecho, pues hemos observado diferentes grupos de 
neuronas que forman parte del corredor celular del telencéfalo basal que se extiende 
desde la amígdala centromedial al núcleo del lecho de la estría terminal (BST). 
 
Origen y migración de los grupos vasotocinérgicos 
En cuanto a la comparación de los resultados obtenidos en esta investigación sobre el 
desarrollo de las poblaciones vasotocinérgicas y su migración en el pollo, los perfiles 
inmunoreactivos que observamos en las imágenes publicadas por Tennyson et al., 
(1986) en embriones del estadio E17, podemos ver que son muy similares a las que 
hemos obtenido nosotros. En base a la observación en estadios más tempranos de 
células con morfología de neuroblastos en migración, y a la aparición temporal de las 
distintas poblaciones neuronales, Tennyson et al. (1986) proponen que las célulasque 
migran lo hacen desde la zona ventricular del hipotálamo caudal a localizaciones más 
rostrales, ya que los primeros somas inmunoreactivos los encuentran localizados en el 
hipotálamo caudal, a nivel de las decusaciones supraópticas y del quiasma óptico. Sin 
embargo, muchas de las migraciones que estos autores interpretan como “rostro-
caudales” nosotros las consideraríamos “ventro-dorsales” según el Modelo 
Prosomérico que hemos aplicamos en nuestro trabajo, como por ejemplo las 
migraciones desde el SPV terminal a la región preóptica. Los resultados derivados de 
los ensayos de inmunocitoquímica implican que estas neuronas sintetizan el péptido 
vasotocina mientras están migrando. En este trabajo vemos algunas células AVT-
positivas con morfología alargada y expresión débil de AVT próximas al ventrículo y a 
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la superficie cerebral que podrían representar neuroblastos migradores. Este hecho ha 
sido contrastado con estudios previos (Tennyson et al., 1985; 1986) en embriones de 
pollo en los que se obtuvieron resultados similares. Además, aunque en los 
experimentos de migración realizados no se ha podido determinar la distancia que 
recorre una célula individualmente, se puede decir que hay un claro movimiento desde 
posiciones ventrales a rostrales en la maduración neuronal en el hipotálamo 
(Tennyson et al., 1985; 1986).  
Nuestros resultados, en base a los datos obtenidos durante la investigación, muestran 
que el dominio hipotalámico SPV produce neuronas AVT-positivas que formarán parte 
de la amígdala medial extendida, incluyendo el núcleo de la amígdala medial y el 
BSTm. Este dominio puede subdividirse en dos regiones diferenciadas, tal y como 
hemos descrito en el apartado de resultados. Por un lado, respecto a la región SPV 
terminal (SPVt), pensamos que puede dar lugar a dos grupos celulares que son el 
grupo periventricular (Gp), el cual creemos que son células que no migrarían, y el 
grupo superficial (Gs) formado por neuronas que se habrían desplazado radialmente 
hasta la superficie. Además, también pensamos que esta región en particular podría 
ser el lugar de origen de las neuronas vasotocinérgicas que encontramos en el 
telencéfalo, y que serían las de la región subpalial rostral (Spr) y las del grupo 
periventricular de la zona preóptica, así como, probablemente, de las del dominio 
supraquiasmático. Mientras que, por otro lado, a partir de la región del SPV peduncular 
(SPVp) parece que todos los grupos celulares que observamos estarían originados en 
este domino. El grupo periventricular (Gp) no muestra ningún tipo de migración y 
permanecería próximo a  la pared del tercer ventrículo (v3); el grupo medial (Gm) ya 
experimentaría un ligero desplazamiento hasta ocupar la zona en la que lo 
observamos; por su parte, el grupo lateral (Gl) recorrería una distancia mayor que el 
Gm y el grupo superficial (Gs) sería el grupo de neuronas que más habrían migrado 
(desde el tercer ventrículo hasta la superficie). Respecto al grupo lateral-dorsal (Gld) 
que ocupar una posición próxima al ventrículo lateral (v), nos surge la duda de si esta 
población neuronal es un núcleo celular que bien forman parte del dominio SPV y que 
ha podido migrar a posteriori hacia su localización actual, o bien no formaría parte de 
este dominio y serían células que ya han nacido in situ en esa región próxima al 
ventrículo lateral. Aunque no descartamos ninguna de las dos opciones, la idea que 
defendemos (pese a haberlo descrito como parte del SPV) es que seguramente sean 
dos grupos celulares diferentes, a pesar de observar una cierta continuidad entre las 
células de este grupo y las del grupo lateral (Gl). Sin embargo, algunos autores 
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defienden la otra opción basándose en la evidencia de que el ventrículo lateral (v) 
termina conectando con el tercer ventrículo en lo que se conoce como foramen 
interventricular de Monro. Este foramen interventricular está formado por un conjunto 
de canales que permiten que el fluido cerebroespinal producido en los ventrículos 
laterales alcance el tercer ventrículo y luego el resto de el sistema ventricular del 
cerebro. Por lo tanto, según ellos, las neuronas del Gld sí podrían originarse en el 
dominio SPV y posteriormente migrar hasta el ventrículo lateral dando lugar a esta 
población particular que denominan BSTmc. A parte de todo esto, proponemos que 
esta región SPVp podría dar lugar a algunas células del domino supraquiasmático, 
aunque nuestros resultados no permiten ver exactamente qué neuronas aporta cada 
dominio). 
En cuanto a las poblaciones neuronales de la región subpalial telencefálica que 
muestran nuestros resultados, proponemos que los grupos celulares del subpalio 
rostral y grupo periventricular podrían tener su origen en el dominio SPV terminal 
(SPVt) tal y como hemos mencionado anteriormente. Mientras que en relación a los 
grupos neuronales que forman parte de la comisura anterior y de la amígdala medial 
extendida, creemos que migran tangencialmente desde este dominio SPV para ocupar 
diferentes regiones del subpalio. Por su parte, los núcleos BSTm1 y BSTm2 quedan 
situados en posición medial al núcleo BST y el núcleo de la amígdala medial (MeA) 
formado por muy pocas células y además de baja expresión del neuropéptido AVT 
alcanzan una posición ventromedial respecto al núcleo de la amígdala central. Algunos 
autores proponen que la MeA podría estar en relación con lo que ellos denominan 
núcleo supraóptico externo (y que nosotros hemos definido como grupo superficial 
(Gs) del SPVp). 
 
Estudio de conexiones 
Los resultados obtenidos en el estudio de trazado de conexiones son esperanzadores 
en el sentido de la viabilidad de estos experimentos, y en el interés de que las 
poblaciones neuronales AVT-positivas con un mismo origen embrionario mantienen las 
conexiones. Este ensayo ha sido interesante en el sentido de que hemos dado un 
primer paso para poner a prueba la hipótesis de que las neuronas vasotocinérgicas 
que migran a diferentes dominios, podrían mantener algún tipo de afinidad química 
con células neuronales que se han originado en el mismo dominio, formando así 
circuitos funcionales, aunque expresen o no el mismo neuropéptido.  
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Por tanto, lo que aporta nuestra investigación es un intento de explicar el lugar de 
origen embrionario y tipo de migración que experimentan distintas poblaciones 
neuronales, algunas de las cuales se quedan es su dominio de origen (como es el 
caso de las poblaciones celulares del domino supraóptico, SO), mientras que otras se 
desplazan alcanzando otros dominios (como ocurre con las neuronas del dominio 
supraquiasmático (SC) y de otras regiones del subpalio). Además, los datos que 
hemos obtenido en esta investigación, sugieren que las neuronas que migran a otros 
dominios son de tipo magnocelular y de tamaño medio. 
Todas estas ideas que nosotros proponemos no dejan de ser más que hipótesis que 
tendríamos que seguir poniendo a prueba mediante ensayos de migración in vitro en 
cortes cerebrales con la orientación adecuada para tener en un mismo plano el 
dominio SPV y el núcleo de la amígdala medial (MeA). Son unos resultados son muy 
prometedores con un interés no tanto teórico sino metodológico.  
  
8. CONCLUSIONES 
La validez del Modelo Prosomérico para comparar los cerebros de diferentes clases de 
organismos ha sido avalada por un gran número de estudios llevados a cabo sobre un 
amplio abanico de especies de vertebrados. Su aplicación ayuda para comprender 
mejor los mecanismos moleculares de la especificación regional del cerebro durante la 
evolución de los vertebrados, y ya que la morfogénesis es el resultado de una serie de 
procesos histogenéticos, el estudio genoarquitectónico comparado entre diversos 
grupos de especies a lo largo del desarrollo, muestra los mecanismos subyacentes en 
la formación y modelado del cerebro adulto (Puelles and Ferran, 2012). 
Las principales conclusiones que podemos extraer de toda esta investigación son: 
 
- La expresión de Otp permite delimitar la subdivisión progenitora Supra-Opto-
Paraventricular (el dominio SPV) del tubo neural, así como sus derivaciones 
estructurales (sobre todo el domino SPV) 
 
- La expresión de AVT permite diferenciar distintos grupos neuronales situados 
en distintas divisiones del hipotálamo, pero también en el área preóptica, 




- Nuestros resultados indican que el sistema vasotocinérgicos del pollo es más 
complejo que el descrito en el ratón y en otros mamíferos, ya que comprende 
muchos más grupos neuronales. 
 
- En la amígdala propiamente dicha de pollo apenas hay unas pocas células 
vasotocinérgicas, a diferencia de lo que ocurre en mamíferos donde este 
núcleo muestra una gran población de neuronas muy agrupadas. 
 
- La presencia de células Otp-positivas en todas las áreas que contienen 
neuronas AVT-positivas sugiere que, las neuronas vasotocinérgicas podrían 
derivar del dominio SPV. La disposición de las células en relación a los datos 
publicados sobre la extensión de los distintos dominios sugiere que algunas de 
las poblaciones alcanzarían su posición definitiva dentro del propio dominio por 
migración radial (grupos periventricular, medial, lateral y superficial), mientras 
que otras invadirían otros dominios cerebrales por migración tangencial (para 
confirmar esta idea habría que hacer estudios de migración y/o co-localización 
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11.  ANEXOS 
 
Tablas 
     
Nº Estadio Día sacrificio Ensayo Ab 1º 
CM 1 E15, HH41 25/02/14 Inmunohistoquímica Anti-VT 
CM2 E15, HH41 25/02/14 Inmunohistoquímica Anti-Otp 
CM3 E15, HH40 27/02/14 Inmunohistoquímica Anti-VT 
CM4 E15, HH41 27/02/14 Inmunohistoquímica Anti-VT 
CM5 E18, HH44 20/03/14 Inmunohistoquímica Anti-VT 
CM6 E18, HH44 20/03/14 Inmunohistoquímica Anti-VT 
CM7 E18, HH44 20/03/14 Inmunohistoquímica Anti-VT 
CM8 * E15, HH40 20/03/14 Inmunohistoquímica Anti- Otp 
CM9 E15, HH40 20/03/14 Inmunohistoquímica Anti- Otp 
CM10 E15, HH40 20/03/14 Inmunohistoquímica Anti- Otp 
CM11 E18, HH44 25/03/14 Inmunohistoquímica Anti- Otp 
CM12 E18, HH44 25/03/14 Inmunohistoquímica Anti- Otp 
CM13 E15, HH40 09/04/14 Cultivos Organotípicos --- 
CM14* E18, HH44 05/05/14 Cultivos Organotípicos --- 
CM15* E18, HH44 05/05/14 Cultivos Organotípicos --- 
CM16* E18, HH44 05/05/14 Cultivos Organotípicos --- 
CM17 E15, HH41 08/05/14 Cultivos Organotípicos --- 
 






Tabla 2. Seguimiento de los animales 
